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K A P L A N és m u n k a c s o p o r t j a ( Q U A S T E L , K A P L A N 1 9 7 0 , K A P L A N 1 9 7 7 ) , 

v a l a m i n t A V E R D U N K ( 1 9 7 6 ) k i m u t a t t á k , h o g y a l i m f o c i t á k k o n k a n a v a l i n A , 

ill. f i t ohemagg lu t i n in s t i m u l á c i ó j a k o r a K , N a p u m p a ak t ivá lód ik . N E G E N -

D A N K és S H A L L E R ( 1 9 7 7 ) a r r ó l is beszámol t , h o g y k o n k a n a v a l i n A s t imu lác ió ra 
az emberi l imfoc i t ák K - s z i n t j e 83 — 8 5 % - á r a csökken, m í g a Na-szint gya -
kor la t i lag v á l t o z a t l a n . A K - v e s z t é s n e m az agglut iná ló h a t á s s a l p á r h u z a m o s és 
l é t r e jö t t éhez k o m p l e m e n t n e m szükséges. Fe lve t i k azt a lehetőséget is, h o g y 
a K , Na p u m p a a k t i v á l ó d á s á h o z e t r a n s z p o r t f o l y a m a t e r e d m é n y e k é p p e n 
m e g n ö v e k e d e t t külső K - s z i n t j e len tősen h o z z á j á r u l h a t . 

F R E E D M A N 1979-ben egér lép l i m f o c i t á k o n k i m u t a t t a , hogy k o n k a n a -
v a l i n A h a t á s r a gyors C a - i n f l u x lép fel, a m e l y e t d b c G M P e lő inkubálás növe l , 
d b c A M P e lő inkubá lás c s ö k k e n t . 

Magától é r t e t ő d ő vo l t s z á m u n k r a , h o g y m e g v i z s g á l j u k : v a j o n a sze lek t ív 
K-vesz tés nincs-e oki összefüggésben a Ca-felvételével , m á s s z ó v a l a l i m f o c i t á k 
n e m rende lkeznek-e az in t race l lu lá r i s Ca-sz int á l ta l a k t i v á l h a t ó K - t r a n s z p o r t 
mechan i zmussa l , az tín. Gá rdos -e f f ek tus sa l . 

Módszerek 

100—400 ml friss e m b e r i vér l imfoc i t á i t izolál tuk. 10 g/dl D e x t r a n T 
250-e t 1 : 20 a r á n y b a n a d t u n k a vérhez, a vö rösvé r se j t eke t ü l e p í t e t t ü k , a fe lül-
ú s z ó t lesz ív tuk és se j t j e i t c e n t r i f u g á l t u k (1000-es f o r d u l a t s z á m m a l 15 perc ig) . 
A se j t eke t 0,5 g/dl a lbumin t a r t a l m ú H a n k s o l d a t b a n s z u s z p e n d á l t u k és ~ 0 , 1 g 
v a s p o r r a l 37 °C-on 30 perc ig i n k u b á l t u k . E z u t á n a szuszpenz ió t egy 1,075 
f a j s ú l y ú Ficol l -Uromiro g r á d i e n s e n c e n t r i f u g á l t u k (2500-as f o r d u l a t s z á m m a l 
15 percig). A vö rösvé r se j t ek és a fagoc i ták k iü l eped tek , a l imfoc i t ák , j e l en tő s 
t r o m b o c i t a szennyeződéssel , a h a t á r r é t e g e n he lyezked tek el. A se j teke t H a n k s -
o l d a t b a n h á r o m s z o r 1000-es f o r d u l a t s z á m m a l 15 percig m o s v a a t r o m b o c i t á k a t 
e l t á v o l í t o t t u k . A l imfoc i ták t ö b b min t 9 6 % - a t r i p á n k é k k i z á r á s o s teszt a l a p j á n 
é le tképes vol t . Szuszpendá ló közegkén t a „ m i n i m á l i s esszenciál is m é d i u m " egy 
m ó d o s í t á s á t h a s z n á l t u k (5 m M glukóz, 4 m l 1 -g lu tamin , 0,2 —1,8 mM CaCl 2 , 
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Tr is -HCl , p H 7,4, 0,155 M N a C l - b a n ) , 8 8 Rb- tö l t é s i k í sé r le tek során 100 E / m l 
penici l l in G és 100 ,ug/nil s z t r e p t o m i c i n n c l k iegész í tve . 

A 8 e R b és 4 5Ca-felvétel i k í sé r l e t ek s o r á n a l imfoc i t áka t a) 0,16 M K C l - b e n 
o ldo t t 0,7 M s z a b a r ó z p á r n á n v a l ó cen t r i f ugá l á s sa l v á l a s z t o t t u k el a közeg tő l , s 
a cső a l j á n összegyűl t s e j t e k e t t ö m é n y h a n g y a s a v b a n h o m o g e n i z á l t u k a r á d i ó -
a k t i v i t á s mérése e lő t t , b) 0,6 f im p ó r u s á t i n é r ő j ű Sar tor ius ce l lu lózace tá t m e m b -
r á n szűrő segí tségével s z e p a r á l t u k , h ideg mosóo lda t t a l h á r o m s z o r m o s t u k , 
m a j d a s zű rőn l évő se j tek r á d i ó a k t i v i t á s á t szcinti l lációs f o l y a d é k b a n m é r t ü k . 
E z u t ó b b i m ó d s z e r b i zonyu l t k i e l é g í t ő b b n e k . 

8 6 R b - e f f l u x k í sé r l e t ekben a cen t r i fugá l á s sa l e lvá l a sz to t t felülúszó és s e j t -
ü ledék r á d i ó a k t i v i t á s á t e g y a r á n t m e g m é r t ü k szcintil lációs ü reges k r i s t á l y b a n 
( B i o g a m m a , B e c k m a n ) . 

V ö r ö s v é r s e j t e n végze t t m u n k á i n k b ó l ( G Á R D O S és m t s a i 1 9 7 5 , S Z Á S Z és 
m t s a i 1978) i s m e r t , hogy a C a - f ü g g ő K - t r a n s z p o r t k é t i r á n y ú és kívülről h o z z á -
a d o t t 8 6 Rb-a l va ló i n k u b á l á s k e z d e t i i d ő s z a k á b a n egy gyor s i zo tópfe lvé te l m é r -
h e t ő . L i m f o c i t á k o n az a k t í v (és a k t i v á l h a t ó ) K , N a - p u m p a m ű k ö d é s é t o u a b a i n -
na l g á t o l t u k , h o g y a K - p u m p a á l ta l v é g r e h a j t o t t R b - a k k u m u l á c i ó t k i i k t a s s u k . 
1. á b r á n k o n l á t h a t ó , hogy az első 6 ( 1 0 ) p e r c b e n a Ca- ionofór A 2 3 1 8 7 , v a l a m i n t 

E r e d m é n y e k és megbeszélés 

30 • 2 

U @+1 mM EGTA 
5 (D+1 mM EGTA 

1 Kontro l l 

2 5/uM A 23187 
3 1 pM aceti lkol in + 

75/JM neosz t igmin 

0 3 6 perc 

15-106/ml se j t MEM(=Minimál is Esszenciális Med ium)-ban ' и 
[Ca] o=0,2mM 

[Rb ] ,1 ,5mM 
о 7 

OUABAIN-0,05mM 

37°C 
1. ábra. Rb-felvétel emberi limfocitákban 
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neoszt igmin kol inészteráz gát ló je len lé tében a lka lmazot t l ^ M aceti lkolin h a t á -
sára Ca - t a r t a lmú közegben j e len tősen megnő a Rb-felvétele , míg a közeg kalci-
u m á n a k ke l á tkomplexbe v i t e lekor ez a j e l enség nem jön l é t r e . Egy ide jű 2 2 Na-
felvéte l f okozódás t (0,155 M kolinklorid „ a l a p ú " közegben) nem ész le l tünk . 
I lyenkor az e lek t roneu t ra l i t á s f e n n t a r t á s a v á r h a t ó a n k í sé rő klorid (és víz) 
veszteséggel — s köve tkezményes sejt t é r foga tcsökkenésse l — já r . 2. á b r á n k 
m u t a t j a , hogy a Medicor Haemato log ia i A u t o m a t á n mérve a l imfoci ták t é r fo -
g a t á t (a vö rösvé r se j t nyomoka t ce t r imid t a r t a l m ú hemolizáló o lda t ta l e l t ü n t e t -
ve) , az a t r a n s z p o r t jelenséggel p á r h u z a m o s a n csökkent. A se j tek i n h o m o g é n 
m ó d o n reagá l t ak (a készülék egyes „ rekesze i " közt i megoszlási a r ányuk vá l t o -
zo t t ) . 3. á b r á n k m u t a t j a , hogy az A23187 á l t a l fokozott ouaba in - inszenz i t ív 
Rb- in f lux gyógyszerérzékenysége igen hason ló a vörösvérse j tek Gárdos-ef fek-
tusáéhoz (SZÁSZ és mtsa i 1978), c sak ionfór je lenlé tében a C P Z 50 pM-nál m a g a -
s a b b koncent rác ió i már káros í tó h a t á s ú a k . Röv id i d ő t a r t a m ú kísér le tben a 
külső Ca nélkülözhete t len , a Ca-ionofór a be lső r a k t á r a k a t m é g nem éri el és 
azokból nem mobil izál Ca-ot ( re la t íve m a g a s ionofór koncen t r ác ió ese tében 
sem) . 

8 e Rb- tö l tö t t l imfociták R b - e f f l u x á b a n is jól meg l e h e t e t t f igyelni az 
A23187 induká l t fokozot t R b - k i á r a m l á s t , különösen, ha a r e a k k u m u l á c i ó t 

o l 

- • 2 
A 3 

1 Kontroll 
2 5pM A 23187 
3 1/uM acetilkolin + 

75pM neosztigmin 

1 1 1 
3 6 9 p e r c 

4-106/ml s e j t MEM-ben 

[Ca]o-0,2mM 

[ K ] o = 0 
37° С 

kezdet i s e j t t é r f o g a t : 138 f t 

2. ábra. A23187, ill. acetilkolinnal s t imulál t l imfoci ták térfogat vál tozása 
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3. ábra. A23187 + Ca hatása a Rb-felvételre l imfoc i tákban 

ouabainnal gátoltuk (4. ábra). 0,5 mM kinin (amely a K, Na-pumpát magasabb 
— 2,5 inM — koncentrációban gátolja) ezt a kiáramlást megszüntette. Lehetsé-
ges tehát, hogy a K, Na pumpa aktiválódásához a Ca-függő K-kiáramlás révén 
a sejt környezetében megemelkedett K-koncentráció hozzájárul. 

H A D D E N és mtsai ( 1 9 7 5 ) kimutatták, hogy egér limfocitákban és lépsejtek-
ben acetilkolin kis koncentrációi cGMP szint emelkedést és DNS szintézis 
fokozódást hoznak létre. 5. ábránk mutat ja , hogy emberi limfocitákban 1 —100 
[лМ. acetilkolin kiváltotta a Ca-függő Rb-transzportot. 1 /хМ acetilkolin hatását 
a kolinészteráz gátló neosztigmin jelentősen fokozta; 100 ,uM acetilkolin ön-
magában csak kismértékben volt hatásos. Feltűnő volt 1 îM noradrenalin 
Rb-transzport csökkentő hatása. 

Mivel a K-permeabilitás növekedése a sejt membránpotenciálját negatív 
irányba tolja el (a kisebb permeabilitású kísérő anionok „késése" miatt) , vár-
ható, hogy ez a hatás a kationoknak, s ezen belül magának a Ca-nak a felvételét 

5/aM A23187 

4. ábra. A23187 + Ca hatása a 8 8 Rb-kiáramlására l imfoci tákban 
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5. ábra. Különböző st imulusok h a t á s a e 6 Rb-kiáramlására l imfoci tákban 0,1 mM ouabain 
jelenlétében 

is elősegíti. Ezt muta t ja 6. ábránk. Látható, hogy a K(Rb) efflux kinines, 
klórbutanolos gátlása révén megakadályozva a hiperpolarizációt a Ca-felvétel is 
csökken. A Gárdos effektus gátlószerei közül a CPZ-nél ezt a hatást nem észlel-
tük, de mivel ez a vegyület jólismert kalmodulin antagonista, valószínűleg a 
Ca-pumpa aktiválódásának megakadályozása révén emeli a Ca-szintet. (Maga-
sabb koncentrációi pedig sejtkárosító hatásúak.) Az a tény, hogy a Ca-felvétel 
sebességét a Ca-függő K-transzport kialakulása befolyásolja arra utal, hogy 
egyik szerepe éppen az inger hatásra fellépő „korai Ca-influx" fokozása, 
amplifikációja lehet. 

80 nM А 23187 

6. ábra. Drogok hatása l imfoci ták A23187-indukált Ca-felvételére 
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Acetilkolinos, ill. noradrenal i i ios rendszerekben a Ca-felvétel j ó párhuza-
m o t m u t a t o t t az előzőekben b e m u t a t o t t K(Rb) pe rmeab i l i t á s vá l tozásokka l 
(7. ábra) . Aceti lkolinnal n a g y o b b mérvű Ca-felvétel fokozás t nem s ikerül t elér-
n ü n k , mint ami lyen a C a - p u m p a 0,2 mM LaCl3-al va ló gát lásákor je lentkező 
Ca- inf lux . Ezek az a d a t o k fe lvet ik a kérdés t , v a j o n az aceti lkolin-noradre-
na l in t ípusú anyagok csak a Ca -pumpa működés (cAMP-cGMP függő) szabály-
z á s á n keresztül v á l t o z t a t j á k - e meg a K ( R b ) permeabi l i t á s t . 

Meg kell j egyeznünk , hogy vé rkész í tménygyá r t á s során 24 óráig sterilen 
t á r o l t fel iérvérsej t lepedékből p repa rá l t l imfoc i t ákban A23187 vagy acet i lkohn 
hozzáadása né lkül is k i m u t a t h a t ó vol t a kinin, k ló rbu tano l -é rzékeny K-t ransz-
p o r t . Igen valószínű, hogy i lyenkor a belső Ca- rak tá rakbó l f e l szabadu l t Ca a 
s e j t p l azma Ca-koncen t rác ió jának emelése révén a k t i v á l t a a p l a z m a m e m b r á n 
specif ikus K - t r a n s z p o r t ú t j á t . Hasonló jelenséget t r o m b o c i t a kész í tményeken is 
észlel tünk. 

Összefoglalás 

Ember i perifériás vé r l imfoci tá in sikerült k i m u t a t n u n k a Ca-függő, kinin, 
k ló rbu tano l , CPZ érzékeny K - t r a n s z p o r t (az ún . Gárdos ef fektus) létezését 
Fel té te lezhető , hogy ez a f o l y a m a t a s t imulá l t l imfoc i t ában a K, N a pumpa 
ak t ivá lódásához , és a Ca-felvétel fokozódásához hozzá j á ru l . 

Ez a m u n k a a 6 —03 —0306—01 —1/Gá t é m a ke re t ében az Egészségügyi 
Minisz tér ium t á m o g a t á s á v a l készül t . A lelkesedéssel és szakér te lemmel végzett 
t echn ika i asszisztenciáért András i Lászlónét és Dr . Sarkadi Á d á m n é t illeti 
köszönet . 

15-10S/ml sej t MEM-ben 

[ C a ] o - 0,5mM 

37° С , 5 perc 

7. ábra. Limfociták Ca felvétele különböző st imulusok hatására 
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R Ö V I D Í T É S E K 

cAMP 
cGMP 
CPZ 
dbcAMP 
dbcGMP 
EGTA 
MEM 

= ciklikus adenozin-3', 5'-monofoszfát 
= ciklikus guanozin-3', 5'-monofoszfát 
= klórpomazin 
= dibutirilcAMP 
= dibutirilcGMP 
== etilénglikol-bis/2-aminoetiléter/-N,N'-tetraacetát 
= minimális esszenciális médium 
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